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RESUM EN
En el presente trabajo se estudió la producción de inoculantes líquidos para alfalfa (Medicago sativa), 
empleando una cepa de Sinorhizobium meliloti B-399. Se consideró la obtención de suspensiones celulares 
del orden de 5 x 1010 células viables/ml, utilizando un medio que contenía fundamentalmente subproductos 
industriales, tales como melaza de caña y levadura de cervecería. Las suspensiones celulares fueron esta­
bilizadas mediante la utilización de una mezcla de (g/1): Sacarosa 170,0; K H ,P041,2; Gelatina 0,1; Glicerol 
20,0; Na^P04H 2,13 y 2 mi de una solución de antiespumante. Los valores de sobrevivencia a los 180 días 
fueron superiores a 8,0 x 109 células viables/ml, manteniéndose las propiedades simbióticas. Los resultados 
obten dos indican que, para la cepa empleada, es posible obtener inoculantes líquidos de muy alta con­
centración celular.
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OPTIM IZATION OF LIQUID INOCULANTS PRODUCTION FOR ALFALFA (Medicago sativa)
SUMMARY
The present work considers the production of legume aqueous inoculants using the strain Sinorhizobium 
meliloti B-399. Suspensions of the order of 5,0 x 1010 viable cells/ml using a medium that contained 
fundamentally industrial sub-products, such as molasses and brewer’s yeast, were produced in shaker at 
250 rpm and 2.5 strokes of eccentricity and mechanical stirred fermentors. The cell suspensions were 
stabilized using a mixture of (g/1) sucrose 170.0; KH0P 0 4 1.2; Gelatine 0.1; Glycerol 20.0; Na2P 0 4H 2 ,.13 
and 2.0 ml of antifoam solution. Survival values at 180 days were above 8.0 x 1010 viable cells/ml and 
maintained their symbiotic properties. Results suggested that, for the strain studied, liquid inoculants 
having very high cell counts could be obtained.
Key words. Liquid inoculants; Sinorhizobium meliloti’, Medicago sativa.
INTRODUCCIÓN
L a evo lución  de la industria  de inoculan tes para 
legum inosas en  los últim os años se ha d irig ido  prin- 
c ipa lm en te  h acia  la p roducción  de preparados lí­
qu idos que  han desp lazado  por su g rado de acep ta­
b ilidad  a los ob ten idos trad ic ionalm en te  sobre so ­
portes sól idos. Si se tiene  en cuen ta  la in form ación  
d ispon ib le  en lo re fe ren te  al d iseño  de m edios de 
cu ltivo , se pu ed e  señalar que ex isten  num erosos
trabajos de investigación  rea lizados po r d is tin tos 
autores (R ough ley , 1 9 7 0 ,1 9 8 5 ; S ubba R ao , 1982; 
B alatti, 1996), donde se dem ostró  que u tilizando  
p rincipalm en te  productos puros, fue posib le  a lcan ­
zar concen trac iones del o rden  de 109 a 1010 cé lu las 
viab es/m l. T om ando  com o base  los trabajos in d i­
cados se consideró  la ob tenc ión  de inocu lan tes lí­
qu idos estab ilizados, para  alfalfa, u tilizando  una 
cepa de Sinorh izob ium  m elilo ti B -399 . E n  la escala
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de frascos E rlen m ey er y fe rm en tado res se p rog ra­
m aron  estud ios de ob tenc ión  de cu ltivos de m uy 
alta concentración  celular, em pleando subproductos 
industria les com o aporte  de fuen te  de carbono  y 
fac to res de crec im ien to , e spec íficam en te  referidos 
al em pleo  de m elaza  de caña  y levadura  de cerv e­
cería, en razón de que estos m ateria les son de alta 
d ispon ib ilidad  y bajo  costo . L as variab les conside­
radas fueron  el tipo  y concen trac ión  de nu trien te , y 
la in fluencia  de las co nd ic iones de operación . C on 
las su spensiones de m icroo rgan ism os ob ten idos, 
se p repararon  inocu lan tes líqu idos em pleando  d i­
feren tes sustancias para  estab iliza r a las bacterias. 
L a  o b tención  de inocu lan tes líqu idos de larga vida 
es un aspecto  sobre  el cual no ex isten  m uchas citas 
b ib liog ráficas  (B alatti y C ervellin i, 1977). P or ú l­
tim o, con  los inocu lan tes o b ten idos bajo  diferen tes 
cond ic iones de p roceso , se rea lizarán  ensayos con 
plan tas a fin de d e te rm inar si la cepa  m antiene sus 
p rop iedades sim bió ticas.
M ATERIALES Y MÉTODOS
La cepa utilizada fue Sinorhizobium meliloti B-399, 
suministrada por el INTA Castelar. La misma fue man­
tenida por subcultivos en medio agarizado, el cual con­
tenía fundamentalmente extracto de levadura, sacarosa y 
sales minerales. Los medios de cultivo utilizados se indi­
can en el Cuadro N° 1. Como se puede apreciar, en algu­
nos casos se utiliza sacarosa como fuente de carbono, y 
en otros esta es reemplazada por melaza en concentracio­
nes variables entre 20,0 y 60,0 g/1. La melaza utilizada 
corresponde a un lote recibido de Tucumán a través del 
Ing. Calleri, del PROIMI, con una concentración del 50% 
en azúcares fermentecibles. Como fuente de nitrógeno se 
empleó K N 03 en concentraciones de 0,8 a 3,4 g/1, y como 
aporte de factores de crecimiento, extracto de levadura 
DIFCO en niveles de 4,0 a 6,0 g/1, y levadura de cervecería 
en cantidad de 10,0a 15,0 g/1. Este subproducto fue sumi­
nistrado por COMPAL (Compañía de Alimentos S .A.C.I., 
Av. Mitre esq. 910, Plátanos, Pcia. de Buenos Aires).
El inoculo fue desarrollado en frascos Erlenmeyer 
con una relación de volumen de líquido a volumen de 
frasco de 1:5. El medio Inoculo fue sembrado de un re­
pique en tubo agarizado. Las suspensiones de micro­
organismos fueron transferidas a los medios Proceso de 
manera de tener una concentración inicial del orden de 
108 células viables/ml. La máxima demanda celular de 
oxígeno fue determinada en un respirómetro Warburg 
(Umbreit el al., 1972). La velocidad de absorción de oxí­
geno (VAO) fue determinada por el método del sulfito 
(Cooper et al. , 1944). El consumo de la fuente de carbo­
no fue determinado por el método de Miller (1959). El 
crecimiento celular fue determinado según el número de 
células viables (Koch, 1994).
Los procesos fueron desarrollados en agitador rota­
torio a 250 rpm y 2,5 cm de excentricidad, en frascos Er­
lenmeyer, utilizando relaciones de 1:5 y 1:10 de volu­
men de líquido a volumen de frasco, y en dos fermenta­
dores, uno de laboratorio tipo New Brunswick con una 
velocidad de agitación de 300 rpm y un caudal de aire de 
1 1/1.min, y el otro un fermentador industrial de la firma 
Rizobacter Argentina, con una capacidad total de 1.000 
litros, con 750 litros de medio de cultivo, dos turbinas 
con cortacorrientes a 90 rpm, y empleando una aeración 
de 11/1.min. En todos los casos se esterilizó a 121 °C y 1 
atmósfera de presión.
Sobre la base de experiencias preliminares, para la 
obtención de inoculantes líquidos las suspensiones fueron 
ajustadas a pH 7,0 y adicionadas de (g/1): Sacarosa 170; 
KH2P 0 4 1,2; Gelatina 0,1; Glicerol 20; Na2PC>4H 2,13 y 2 
mi de una solución de antiespumante siliconado. Los en­
sayos de estabilización se hicieron sobre muestras repeti­
das siete veces. Para el cálculo de longevidad de los cul­
tivos se aplicó el método estadístico de Winer 1971). Las 
propiedades simbióticas de la cepa fueron evaluadas uti­
lizando el método recomendado por Vincent (1970).
RESULTADOS
L os requerim ien tos de ox ígeno  de la cepa de 
S inorh izobium  m elilo ti B -399  fueron  del orden  de 
los 30 mi 0 2 / g.h. P ara  las cond ic iones de los en ­
sayos realizados, el valor de la velocidad  de abso r­
ción fue de 490  y 650  mi O , / l.h para  los frascos 
E rlenm eyer con re laciones de vo lum en de líquido 
a vo lum en de frasco  de 1:5 y 1:10, re sp ec tiv am en ­
te. En cuan to  a los ferm en tado res, la ve locidad  de 
absorción  estuvo  en el o rden de 650-700  inl 0 2/ l.h.
E n una p rim era  serie  de experim en tos, op eran ­
do en frascos E rlenm eyer con re lac iones de vo lu ­
m en de líquido a vo lum en de frasco  de 1:5, se u ti­
lizaron m edios con baja concentración  de nutrientes 
(C uadro  N° 1, M edios 1 ,3 ,5  y 7), llegándose  a o b ­
tener en 36 horas de p roceso  concen trac iones de 
1,5 a 2,5 x 1010 célu las v iab les/m l. T en iendo  en 
cuen ta  esos resu ltados, se h ic ieron  nuevos ex p eri­
m entos con m ayor concen trac ión  de nu trien tes, 
em pleando  en los frascos E rlenm eyer d iferen tes 
re lac iones de volum en de líqu ido  a vo lum en  de 
frasco. E n el C uadro  N° 2 se p resen tan  los m áxim os
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niveles de cé lu las  a lcanzados, donde se observa  
que en los frascos E rlen m ey er con m enor relación  
de vo lum en de líqu ido  a vo lum en de frasco , se 
alcanzan m ayores concen traciones celulares. C om o 
se puede observar, ya sea em pleando  ex trac to  de 
levadura o levadura  de cervecería , y sacarosa o m e­
laza, se a lcanzan valores de 4 ,8 a 5,5 x 1010 célu las 
v iab les/m l. T am bién  se puede ver que el pH  tuvo 
valores m uy sim ilares.
En la F igura 1 se puede apreciar la evolución de 
las curvas de crecim iento y pH  en frascos E rlenm eyer 
y  ferm entadores, donde se destaca que el com porta-
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m iento de los procesos es m uy sim ilar, alcanzando 
concentraciones del orden de 5,0 x 1010 células via- 
bles/m l, así com o tam bién el pH , que tiene valores 
com prendidos entre 7 ,4  y 7,6. E stos ensayos corres­
ponden a procesos donde se u tilizó un m edio de 
igual com posición  en las tres escalas, form ado prin­
cipalm ente por m elaza de caña, nitrato de potasio y 
levadura de cervecería: 60,0; 3,4 y 15,0 g/1. respec­
tivam ente. P or otra parte, se ve que el consum o de la 
fuente de carbono  es m uy aceptable para las tres 
escalas.
E n lo referen te  a la sobrevivencia de la cepa en 
los inoculantes obtenidos, se ve que la longevidad de 
los p reparados (C uadro  N° 3) es aceptable, ya que 
para  las condiciones de estabilización utilizadas, a 
los 180 días m uestran  valores del orden de 9,0 x 109 
a 1,0 x 1010células v iables/m l. E s decir que existe un 
com portam ien to  sem ejan te  para  las suspensiones 
em pleadas.
Si se considera  al C uadro  N° 4, donde se p resen ­
tan  los resu ltados ob ten idos con p lan tas, se ve que 
las cepas después de los tra tam ien tos efec tuados 
m anten ían  sus p rop iedades sim bió ticas.
DISCUSIÓN
Si se considera  en p rim er térm ino  los valores de 
m áx im a dem anda ce lu lar de ox ígeno  ob ten idos por 
el m étodo  de W arburg , se puede asegurar que para  
los experim en tos rea lizados con ba ja  co n cen tra ­
ción de nu trien tes (C uadro  N° 1, M ed ios 1 ,3 ,5  y 7), 
donde la concen trac ión  de cé lu las v iables/m l fue 
del orden de 5 ,0  g/1, hubo un buen sum in istro  de 
ox ígeno  (Pirt, 1975). Sin em bargo , en los ensayos 
donde se increm entó  la concen trac ión  de nu trien tes 
(C uadro  N° 2), el com portam ien to  de los p rocesos 
indica que solam ente estuvieron bien aerados los 
m edios que se utilizaron en los experim entos con 
frascos agitados con una relación volum en de líqu i­
do a volum en de frasco de 1:10, donde el valor de la 
velocidad  de absorción  de ox ígeno  fue  de 650 m l 
0 2/l.h, lográndose concentraciones del orden de 
15,0 g/1 y 5,5 x 1010células viables/m l. E s interesante 
destacar que ese com portam iento  lo tuvieron todos 
los procesos donde se em plearon los M edios N° 2 ,4 , 
6 y 8 (C uadro N° 1), ya sea con sacarosa o m elaza de 
caña com o fuente de carbono, y extracto  de levadura 
o levadura de cervecería com o fuente de factores de 
crecim iento.
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Si se analiza la F igura  1, surge claram ente que 
existe un com portam iento  m uy sim ilar, tanto en fras­
cos agitados, te rm en tador de laboratorio  y te rm en­
tador industrial. Es de destacar que en esos expe­
rim entos se utilizó m elaza com o fuente de carbono, 
y levadura de cervecería  com o aporte de factores de 
crecim iento. E sto  dem uestra  que estos m ateriales, 
de alta d isponibilidad y bajo costo, son m uy com pa­
tibles en cualqu ier escala de trabajo para lograr 
inoculantes con una elevada concentración de célu­
las (5,5 x 1010 célu las v iables/m l) y que pueden 
constitu ir la base para  el desarro llo  de inoculantes 
líquidos.
E n lo que respecta a la estabilización  de las sus­
pensiones de células ob tenidas, se dem ostró  que los 
m ateriales y condiciones u tilizados que tienen in­
fluencia sobre la tonicidad, pH  y fragilidad celular 
son correctos, por cuanto  la m ezcla de fosfatos, 
com o así tam bién la adición de sacarosa y gelatina, 
perm itieron llegar a ob tener altos valores de lon­
gevidad, que están en el orden de 9 ,0  x 1010 células 
viables/m l a los 180 días de preparados los inocu­
lantes (C uadro N° 3). E s in teresante destacar que los 
resultados indicados tienen una confiabilidad supe­
rior al 90% .
Si se considera  el C uadro  N° 4, se observa  que 
en los inocu lan tes p reparados u tilizando  m edios 
en riquecidos y estab ilizados conven ien tem en te , la 
cepa m anten ía  sus p rop iedades sim bió ticas a los 
180 días. E sto  sign ifica  el logro de un producto  que 
sa tisface las ex igenc ias de los pa trones naciona les 
e in ternacionales.
A unque los estudios realizados dem uestran  la 
posibilidad industrial de u tilizar subproductos com o 
la m elaza de caña y levadura de cervece ría, se con ­
sidera que todavía se debería realizar un m ayor nú ­
m ero de estudios em pleando otras cepas que pueden  
estar recom endadas para  el cu ltivo  de la alfalfa.
CONCLUSIONES
A partir de los estud ios rea lizados se concluye  
que para la cepa em pleada, y u tilizando  m edios de 
m uy alta concen trac ión  en nu trien tes in tegrados 
por m elaza de caña, n itrato  de po tasio  y levadura de 
cervecería , es posib le  ob tener inoculan tes líquidos 
acuosos, los cuales p resen tan  altos períodos de so ­
brev ivencia  cuando  se regu lan  las cond ic iones del 
en torno  de las célu las, m an ten iendo  la bacte ria  sus 
p rop iedades sim bióticas.
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